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(§5) Arzneimittel zur Behandlung von AbstoGungsreaktionen bei Organverpflanzungen 

(§) Es wird die Verwendung der Verbindung 1 und/oder 2 der 
Formeln 
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^ sowie von physiologisch vertraglichen Salzen der Verbin- 
dung 2 zur Behandlung von Absto&ungsreaktionen des 
r** Organempfangers gegen das verpflanzte Organ beschrie- 
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Beschreibung 

Aus der Europaischen Patentschrift 13 376 ist 5-Me- 
thylisoxazol-4-carbonsaure-(4-trifluormethyl)-anilid 
(Verbindung 1) als antiphlogistisch bekannt. Don sind 
ebenfalls Verfahren zur Herstellung dieser Verbindung 
beschrieben. 

Ferner ist bekannt daB die Verbindung 1 und ihr 
Metabolit N-<4-Trif1uormethylphenyl)-2-cyano-3-hy- 
droxycrotonsaureamid (Verbindung 2) immunmodulie- 
rende Eigenschaften haben, so daB sie sich als Arznei- 
mittel gegen chronische Graft-versus-Host-Krankhei- 
ten sowie gegen Autoimmunerkrankungen, insbesonde- 
re systematischen Lupus erythematodes eignen (EP- 
A-2 1 7 206). 

Die US-Patentschrift 40 61 767 beschreibt die Ver- 
wendung von 2- Hydroxy ethylidencyanessigsaureanilid- 
derivaten zur Herstellung von Arzneimitteln mit anti- 
phlogistischer und analgetischer Wirkung. 

In den USA wurden 1990 15 000 Organverpflanzun- 
gen vorgenommen. Die Mehrzahl der Verpflanzungen 
betrifft die Niere, aber es werden auch zunehmend 
Herz, Haut, Lunge, Leber und Bauchspeicheldruse ver- 
pflanzt. Bei einer Vielzahl der Patienten kommt es dabei 
zu einer AbstoBungsreaktion des Korpers gegen das 
ubertragene Organ, das von einem anderen Menschen 
stammt. Man unterscheidet dabei unter drei Formen der 
AbstoBungsreaktion: hyperakute, akute und chronische 
AbstoBung. 

Die hyperakute AbstoBung wird im wesentlichen 
durch im Blut zirkulierende Antikorper verursacht, die 
gegen das Gewebe des ubertragenen Organs (Trans- 
plantat) gerichtet sind, und in sehr kurzer Zeit — haufig 
in Minuten — zu Nekrosen am Transplantat fuhren. 

Bei der akuten AbstoBung des Transplantats ist die 
AbstoBungsreaktion zeitlich verzogert. Daneben gibt es 
die chronische Form des Krankheitsverlaufes. Die 
Transplantate uberleben das erste Jahr der Verpflan- 
zung, konnen jedoch im Laufe der nachsten Jahre abge- 
stoBen werden. Ferner ist bekannt, daB sich die Trans- 
plantat-Wirt-Beziehung nicht allein auf die AbstoBung 
durch den Wirtsorganismus beschrankt; in bestimmten 
Fallen kann eine vom Transplantat ausgehende, gegen 
das Wirtsgewebe gerichtete Immunreaktion eintreten 
(EP-A-2 17 206). Man unterscheidet daher zwischen ei- 
ner AbstoBungsreaktion zwischen Transplantat und 
Wirt und zwischen Wirt und Transplantat. 

Ferner ist bekannt, daB es auch zu AbstoBungsreak- 
tionen kommt, wenn Organe von verschiedenen Organ- 
ismenarten, beispielsweise von Maus auf die Ratte, 
ubertragen werden (Roitt et ah, Immunology, Gower 
Medical Publishing Ltd., 1985). 

Bisher sind keine Arzneimittel bekannt, die einen 
wirksamen Schutz gegen die hyperakute AbstoBungsre- 
aktion bieten. In der Klinik werden bisher Spender und 
Empfanger des Organs auf Unvertraglichkeit getestet. 
Bei 20 bis 40% der Patienten ergibt sich dabei der Fall, 
daB sie kein Spenderorgan erhalten konnen. Die akute 
AbstoBungsreaktion kann behandelt werden, jedoch 
zeigen die Medikamente bei der Therapie nephrotoxi- 
sche Nebenwirkungen. Bisher sind auch keine Medika- 
mente bekannt, die die Ursache der chronischen Absto- 
Bungsreaktion behandeln konnen. 

Als wesentlicher pathogener Faktor fur den Gewebs- 
untergang bei dem Transplantat werden allophile und 
xenophile Antikorper angesehen (Auchincloss H„ 
Transplantation 46, 1, 1988). Diese Antikorper sind im 
wesentlichen fur die AbstoBung bei Organiibertragun- 
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gen innerhalb einer Organismusart (alio) oder zwischen 
zwei verschiedenen Arten(xeno) verantwortlich. 

Uberraschenderweise zeigen Verbindung 1 und ihr 
Metabolit die obengenannte Verbindung 2, eine starke 
5 Inhibierung der Bildung allophiler oder xenophiler Anti- 
korper. Damit ergibt sich die Moglichkeit, die hyperaku- 
te, akute und chronische AbstoBungsreaktion des Emp- 
fangers gegen das verpflanzte Organ wirksam zu be- 
handeln. 

io Die Erfindung betrifft daher die Verwendung von 
5-Methyl-isoxazol-4-carbonsaure-(4-trifluormethyI- 
phenyl)-anilid und N-(4-TrifluormethylphenyI)-2-cyano- 
3-hydroxycrotonsaureamid und/oder ihre physiologisch 
vertraglichen Saize zur Herstellung von Arzneimitteln 
15 zur Behandlung von AbstoBungsreaktionen des Organ- 
empfangers gegen das verpflanzte Organ. 

Geeignete physiologisch vertragliche Salze der Ver- 
bindung 1 sind beispielsweise Alkali, Erdalkali- oder 
Ammoniumsalze, einschlieBlich solcher von physiolo- 
20 gisch vertraglichen organischen Ammoniumbasen. 

Unter dem Begriff Organ, werden alle Organe bei 
Saugetieren, insbesondere des Menschen verstanden, 
beispielsweise Niere, Herz, Haut, Leber, Bauchspeichel- 
druse, Muskel, Knochen, Darm oder Magen, aber auch 
25 Blut oder Haare. 

Unter AbstoBungsreaktion sind alle AbwehrmaBnah- 
men des Empfangerorganismus gemeint, die letztlich 
zum Zell- oder Gewebsuntergang des ubertragenen Or- 
gans fuhren bzw. die Lebenfahigkeit des ubertragenen 
30 Organs beeintrachtigen. 

Die Verbindungen 1 und 2 konnen nach folgendem 
Verfahren hergestetlt werden: 
Eine Verbindung der Formel 

35 O 
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in der X fur ein Halogenatom, vorzugsweise Chlor oder 
45 Brom steht, wird mit dem Amin der Formel II 



N " 2 CFi 

50 

zur Verbindung 1, umgesetzt und kann anschlieBend in 
Gegenwart eines basischen Mittels zur Verbindung 2 
umgesetzt werden. 

Die obengenannten Umsetzungen erfolgen unter 
55 Standardbedingungen auf bekannt Weise (EP-B-13 376, 
US 40 61 767). 

Die Ausgangsstoffe der Umsetzungen sind bekannt 
oder lassen sich nach literaturbekannten Methoden 
leicht herstellen. 
60 Gegenstand der Erfindung sind auch Arzneimittel,.die 
eine wirksame Menge der Verbindung 1 oder Verbin- 
dung 2 und/oder physiologisch vertragliche Salze der 
Verbindung 2 enthalten, neben pharmazeutisch geeig- 
neten und physiologisch vertraglichen Tragerstoffen, 
es Verdunnungsmitteln und/oder anderen Wirk- und Hilfs- 
stoffen. 

Die erfindungsgemaBen Arzneimittel kdnnen oral, to- 
pisch, rektal, intravenos oder auch parenteral appliziert 



0DE 41 27 737 Al 



werden. Die Application erfolgt vor, wahrend und n*ich 
einer Organverpflanzung beim Empfanger und/oder 
Spender. 

Geeignete ^feste o der flussige galenische Zuberei- 
tungsformen sind beispielsweise Granulate, Pulver, 5 
Dragees, Tabletten, (Mikro)Kapseln, Suppositorien, Si- 
rupe, Safte, Suspensionen, Emulsionen, Tropfen oder in- 
jizierbare Losungen sowie Praparate mit protrahierter 
Wirkstoff-Freigabe, bei deren Herstellung Qbliche Hilfs- 
mittel, wie Tragerstoffe, Spreng-, Binde-, Oberzugs-, 10 
Quellungs-, Gleit- oder Schmiermittel, Geschmacksstof- 
fe, SuBungsmittel oder Losungsvermittler, Verwendung 
finden. Als haufig verwendete Hilfsstoffe seien z. B. Ma- 
gnesiumcarbonat, Tttandioxid, Laktose, Mannit und an- 
dere Zucker, Talkum, MilcheiweiB, Gelatine, Starke, 15 
Cellulose und ihre Derivate, tierische und pflanzliche 
Ole, Polyethylenglykole und Losungsmittel, wie etwas 
steriles Wasser und ein- oder mehrwertige Alkohole, 
z. B. Glycerin, genannL 

Vorzugsweise werden die pharmazeutischen Prapa- 20 
rate in Dosierungseinheiten hergestellt und verabreicht, 
wobei jede Einheit als aktiven Bestandteil eine be- 
stimmte Dosis von der Verbindung 1 oder 2 und/oder 
physiologisch vertragliche Salze der Verbindung 2 ent- 
halt Bei festen Dosierungseinheiten, wie Tabletten, 25 
Kapseln oder Suppositorien, kann diese Dosis bis zu 
etwa 300 mg, bevorzugt jedoch 10 bis 200 mg betragen. 

Fur die Behandlung eines Patienten (70 kg), dem ein 
Organ ubertragen wurde sind in fruhen Phasen nach der 
Ubertragung eine intravenose Infusionsbehandlung von 30 
maximal 1200 mg pro Tag und in der spateren Rehabili- 
tationsphase eine orale Verabreichung von 3 mal 
300 mg pro Tag der Verbindung 1 oder 2 und/oder der 
entsprechenden Salze der Verbindung 2 indizierL 

Unter Umstanden konnen jedoch auch hohere oder 35 
niedrigere Dosen angebracht sein. Die Verabreichung 
der Dosis kann sowohl durch Einmalgabe in Form einer 
einzelnen Dosierungseinheit oder aber mehreren klei- 
neren Dosierungseinheiten als auch durch Mehrfachga- 
be unterteilter Dosen in bestimmten Intervallen erfol- 40 
gen. 

SchlieBlich konnen die Verbindung 1 oder 2 und/oder 
deren entsprechende Salze bei der Herstellung der vor- 
genannten galenischen Zubereitungsformen auch zu- 
sammen mit anderen geeigneten Wirkstoffen, beispiels- 45 
weise Antiuricopathika, Thrombocytenaggregations- 
hemmern, Analgetika und steroidalen oder ntchtsteroi- 
dalen Antiphlogistika, kombiniert werden. 



durch Flow-Cytometrie (FACScan, Becton Dickinson) 
quantitativ bestimmt. 

A) Nicht-sensibilisierte Ratten 

Mannliche LEW-Ratten enthalten in ihrem Serum 
nXA die an vitale menschliche perifere Blutlymp- 
hocyten binden und zwar meistens mit einem 
durchschnittlichen IgM-Titer von 1 :4 und einem 
durchschnittlichen IgG-Titer der kleiner als 1 : 1 isL 
Die Ratten (n = 8), die mit der Verbindung 2 behan- 
delt werden, zeigen am 11. Tag eine 30% Reduk- 
tton beim I gG -Titer und eine 50% Reduktion beim 
IgM-Titer. 

B) Sensibilisierte Ratten 

Bei sensibilisierten Ratten ergeben sich stark er- 
hohte Mengen an sXA. Der IgG-Titer betragt 
1 :1024 bis 1 : 6384 und der IGM-Titer 1:4 bis 
1 : 256. Der IgG-Titer bleibt uber 50 Tage stabit, 
wahrend der IgM-Titer nach dem 10. Tag langsam 
abnimmt 

Die sensibilisierten Ratten(n — 5) werden mit 3 und 
10 mg/kg der Verbindung 2 behandelt Am 1 1. Tag erge- 
ben isch folgende sXA-Titer: 



Verbindung 
(mg/kg) 



IgG 



IgM 



0 
3 
10 



1 :2048 
1 :25 
1 : 1 



Beispiel 2 



1 :90 
1 : 16 
1 :1,5 



Herstellung von 
5-MethyIisoxazol-4-carbonsaure-(4-trifluormethyl)-ani- 
lid (Verbindung 1) 




C — NH— <^^CF> 



Beispiel 1 

Pharmakologische Priifungen und Ergebnisse 

2 bis 3 Monate alte Ratten (LEW) werden mit 2 • 10 7 
menschlichen periferen Blutlymphocyten intraperitone- 
al (i. p.) sensibilisiert. Die i. p. Applikation der Verbin- 
dung 2 beginnt 4 Tage vor der Sensibilisierung und en- 
det 10 Tage nach der Sensibilisierung der Ratten. Ser- 
umproben werden aus der Schwanzvene entnommen, 
bei — 80° C gelagert; durch Hitzeaktivierung wird die 
Komplementfunktion vermieden. 

Die natiirlich vorkommenden xenophilen Antikorper 
(nXA) und die durch Sensibilisierung induzierten xeno- 
philen Antikorper (sXA) werden titriert und lebenden 
menschlichen periferen Blutlymphocyten zugesetzt 
(45 min. bei 20° C). Nach intensivem Waschen werden 
FITC-markierten Ziegen-Antiratten oder -IgM-Anti- 
korper zugefugt und die Bindung an sXA oder nXA 



Eine Losung von 0,05 Mol 5-Methylisoxazol-4-car- 
bonsaurechlorid (73 g) in 20 ml Acetonitril werden 
tropfenweise bei Raumtemperatur in eine Losung von 
0,1 Mol 4-Trifluormethylanilin (16,1 g) in 150 ml Aceto- 
55 nitril gegeben. Nach 20 Minuten Ruhren wird das aus- 
gefallene 4-Trifluormethylanilin-hydrochlorid abge- 
saugt, zweimal mit je 20 ml Acetonitril gewaschen und 
die vereinigten Filtrate unter vermindertem Druck ein- 
geengt. Man erhalt so 123 g weiBes, kristallines 5-Me- 
thylisoxazoI-4-carbonsaure-(4-trtfluormethyl)-anilid 
(Verbindung 1). 



60 
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Beispiel 3 
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Herstellung von 
N-(4TTrifluormethylphenyl)-2-cyano-3-hydroxycroton- 
saureamid (Verbindung 2) 



NC 



_c-Lnh^@^ cf > 



C 
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HO CHj 



Es werden 0,1 Mol 5-Methylisoxazol-4-carbonsaure- 
(4-trifluormethyl)-aniIid in 100 ml Methanol geldst und 
bei + 10°C mit einer Losung von 0,11 Mol (4,4 g) Na- 
tronlauge in 100 ml Wasser versetzt. Es wird 30 Minuten 
geruhrt und nach Verdunnen mit Wasser mit konzen- 
trierter Salzsaure angesauert. Der ausgefallene Kristall- 
brei wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und an der 
Luft getrocknet. 

Die Ausbeute betragt 24,4 g N-(4-Trifluormethylphe- 
nyl)-2cyano-3-hydroxycrotonsaureamid (Verbindung 2). 
Schmelzpunkt aus Methanol 205 bis 206° C. 

Beispiel 4 

Akute Toxizitat nach intraperitonealer Verabreichung 

Die akute Toxizitat nach intraperitonealer Verabrei- 
chung der Testsubstanzen wurde mit NMRI-Mausen 
(20 bis 25 g) und SD-Ratten (120 bis 195 g) durchgefuhrt. 
Die Testsubstanz wurde in einer 1 %igen Natrium-Car- 
boxymethylcellulose-Losung suspendiert. Die verschie- 
denen Dosierungen der Testsubstanz wurden den Mau- 
sen in einem Volumen von 10 ml/kg Korpergewicht und 
den Ratten in einem Volumen von 5 ml/kg Korperge- 
wicht verabreicht. Pro Dosierung wurden 10 Tiere ver- 
wendet Nach 3 Wochen wurde die akute Toxizitat nach 
der Methode von Lichtfield und Wilcoxon bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in der Tabelle zusammengefaBt 

Tabelle 
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20 
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Verbindung 1 


Verbindung 2 




akute Toxizitat 


akute Toxizitat 




intraperitoneal 


intraperitoneal 50 




LDso(mg/kg) 


LDso(mg/kg) 


NMRI-Maus 


185(163-210) 


(100- 200) 


SD-Ratte 


170(153-189) 


55 



Patentanspruche 

1. Verwendung der Verbindung 1 und/oder 2 der 

Formeln " 60* 
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C 

HO CH 3 

wobei die Verbindung 2 als solche oder in Form 
eines physiologisch vertraglichen Salzes vorliegt, 
zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung 
von AbstoBungsreaktionen des Organempfangers 
gegen das verpflanzte Organ. ^_ 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Arzneimittel vor, wahrend und/ 
oder nach der Verpflanzung beim Empfanger oder 
Spender des Organs verabreicht wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Arzneimittel zur Behand- 
lung von hyperakuten oder akuten AbstoBungsre- 
aktionen eingesetzt wird. 

4. Verwendung nach Anspruch I oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Arzneimittel zur Behand- 
lung von chronischen AbstoBungsreaktionen ein- 
gesetzt wird. 

5. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Arzneimittel bei der 
Ubertragung von Organen von einer Organis- 
musart auf eine andere Art verwendet wird. 

6. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Menge der allophilen oder 
xenophilen Antikorper vermindert wird. 

7. Arzneimittel zur Behandlung von AbstoBungsre- 
aktionen des Organempfangers gegen das ver- 
pflanzte Organ, gekennzeichnet durch einen wirk- 
samen Gehalt von der Verbindung 1 und/oder 2, 
wobei die Verbindung 2 als solche oder in der Form 
eines physiologisch vertraglichen Salzes vorliegen 
kann. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels 
gemaB Anspruch 7 zur Behandlung von Absto- 
Bungsreaktionen des Organempfangers gegen das 
verpflanzte Organ, dadurch gekennzeichnet, daB 
man die Verbindung 1 oder 2 und/oder ein physio- 
logisch vertragliches Salz der Verbindung 2 mit ei- 
nem physiologisch annehmbaren Trager und weite- 
ren geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen in 
eine geeignete Darreichungsform bringt 
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